B细胞恶性肿瘤是血液系统一组恶性异质性疾病，包括多种类型的白血病和淋巴瘤，因其复发率高、预后差，是临床较难治愈的血液系统恶性肿瘤[@b1]。除了少数患者可进行异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)外，对大多数患者而言尚无有效治疗方法，因此，寻找新的治疗方法对于B细胞恶性肿瘤患者来说极其重要。嵌合抗原受体(chimeric antigen receptor, CAR)疗法是近20年来发展起来极具前景的肿瘤过继免疫细胞治疗(ACT)方法之一，CAR修饰的T细胞(CART细胞)通过抗原、抗体结合的原理特异性识别肿瘤细胞表面抗原，避免内源性T细胞受主要组织相容性复合体(MHC)限制即"MHC限制性"和避免肿瘤细胞因MHC下调或丢失产生的免疫逃逸，是目前有望攻克血液系统恶性肿瘤的有效治疗方法。绝大多数的B细胞恶性肿瘤细胞都表达CD19，正常组织中CD19仅在成熟B细胞、B细胞前体细胞和浆细胞中表达，而造血干细胞及非造血干细胞则不表达CD19[@b2]--[@b3]。因此，CD19是理想的肿瘤特异性抗原(tumorspecific antigen, TSA)，而抗CD19 CAR-T细胞(CART-19细胞)是特异性针对CD19抗原的工程化免疫治疗细胞，本文我们就其在血液系统恶性肿瘤中的临床应用进行综述。

一、CAR-T细胞的结构

CAR-T细胞是将能识别肿瘤相关抗原(tumor associated antigen, TAA)的抗体的抗原结合部和胞内信号域"免疫受体酪氨酸活化基序(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, ITAM，通常为CD3-ζ或FcεRIγ)"的胞内部分在体外偶联为一个嵌合蛋白，通过基因转导的方法转染患者T细胞，使其表达CAR[@b4]--[@b5]，转染／转导后经过纯化和大规模扩增后的T细胞，称之为CAR-T细胞。CAR-T细胞具有识别并攻击表达相应细胞表面TAA的肿瘤细胞的能力。因此，CAR-T细胞技术本质是通过基因转染／转导手段快速获得肿瘤杀伤性T细胞的方法。由于CAR-T细胞识别的是肿瘤细胞表面的蛋白，而非与MHC分子结合形成MHC-抗原复合物而被提呈至细胞表面的抗原，因此，不受"MHC限制"，具有对TSA的高度亲和性及对抗原负载细胞的高效杀伤特性。近年来，CAR-T细胞技术在白血病、淋巴瘤等恶性肿瘤治疗中显示出良好的抗肿瘤效应。通常，根据CAR所处T细胞位置的不同，分为胞外抗原结合区(胞外区)、胞内信号传导区(胞内区)和跨膜区三部分。

1．胞外区：CAR的胞外区源于单克隆抗体的单链可变区(scFv)，scFv由轻链、重链和铰链区共同组成，可识别特定肿瘤抗原，且识别具有"非MHC限制"和高亲和力的特点。与T细胞受体(TCR)基因修饰T细胞的较窄肿瘤抗原识别谱和低亲和力不同，CAR可识别肽类、糖类和糖脂类肿瘤抗原谱，同时与抗原结合的亲和力也较高。CAR一旦与TAA结合，可通过由CD3或高亲和性受体FcεRIγ的胞内区使T细胞活化发挥效应功能，如CAR依赖的杀伤、增殖及细胞因子释放。临床前研究表明，可变区和抗原表位结合的空间位置会影响亲和力[@b6]，同时，铰链区的长度、延展性以及起点在CAR的设计中也都起着非常重要的作用[@b7]--[@b9]。

2．胞内区：T细胞的完全活化需要双信号途径。第一信号为特异性信号，由TCR识别抗原提呈细胞表面的抗原肽-MHC复合物所启动；第二信号为共刺激信号，通过CD28/B7等重要的共刺激分子，促进IL-2合成，使T细胞充分活化并免于凋亡。因此，根据CAR-T细胞的胞内信号区的结构不同将其分为三代。第一代CAR只包括CD3ζ作为胞内信号转导域(不含共刺激信号)；第二代CAR是在CD3ζ基础上包含1个共刺激信号(CD28或4-1BB)；第三代CAR是在CD3ζ基础上包含2个或2个以上的共刺激信号(CD28-CD137)。

3．跨膜区：跨膜区对T细胞表达CAR的能力也至关重要。一般由同源或异源的CD3、CD8或CD28等二聚体膜蛋白，通过CAR二聚化以及与内源性TCR相互作用产生的信号有助于T细胞的激活。

二、CAR-T细胞的制备

CAR-T细胞的制备包括T细胞采集(自体或异体T细胞)、CAR结构构成、CAR载体系统选择(质粒、γ-逆转录病毒或慢病毒等)和T细胞活化方法(OKT3、CD3/CD8磁珠或滋养细胞层等)。但是，目前各个研究机构采用的CAR-T细胞制备方法不尽相同，制备出的CAR-T细胞也存在差异，所以，这也是对CAR-T细胞产品标准化的挑战。

三、CART-19细胞的临床疗效

目前，临床已开展的CART-19细胞临床试验见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 已注册抗CD19嵌合抗原受体(CAR)T细胞在血液系统恶性肿瘤中的临床研究

  序号   研究机构                   临床情况                 疾病种类                                       化疗方案                                               基因修饰途径          共刺激区域特征或病毒特征                           临床注册号
  ------ -------------------------- ------------------------ ---------------------------------------------- ------------------------------------------------------ --------------------- -------------------------------------------------- -------------
  1      贝勒医学院                 自体移植或未移植者       淋巴瘤和CLL                                    环磷酰胺或未化疗                                       γ逆转录病毒           包含或不包含CD28结构域的CAR-T细胞均包括            NCT00586391
  2      贝勒医学院                 异基因移植               B细胞恶性肿瘤或高危复发者的预防性治疗          无                                                     γ逆转录病毒           CD28共刺激结构域，多重病毒特异T细胞                NCT00840853
  3      贝勒医学院                 自体移植或未移植者       淋巴瘤和CLL                                    环磷酰胺或未化疗                                       γ逆转录病毒           EBV特异性CAR-T细胞和包含CD28结构域的CAR-T细胞      NCT00709033
  4      费城儿童医院               异基因移植或未移植       儿童ALL或淋巴瘤                                化疗方案不固定                                         慢病毒                4-1BB共刺激结构域                                  NCT01626495
  5      希望之城                   APBCST                   中度B细胞性淋巴瘤                              T细胞输注2 d后行APBCST                                 慢病毒                4-2BB共刺激结构域                                  NCT01318317
  6      美国福瑞德哈金森癌症中心   异基因移植后             B细胞恶性肿瘤或高危复发者的预防性治疗          无                                                     慢病毒                CMV或EBV特异性中枢T细胞，CAR细胞中包含CD28结构域   NCT01475058
  7      MD安德森癌症中心           自体移植                 B细胞性淋巴瘤或CLL APBCST后2～7 d行T细胞输注   转座子                                                 CD28共刺激结构域      NCT00968760                                        
  8      MD安德森癌症中心           异基因移植               预防性治疗或急性恶性肿瘤                       无                                                     转座子                CD28共刺激结构域                                   NCT01497184
  9      MD安德森癌症中心           脐血移植                 预防性治疗或急性恶性肿瘤                       无                                                     转座子                CD28共刺激结构域                                   NCT01362452
  10     纪念斯隆-凯特琳癌症中心    异基因移植               儿童ALL                                        化疗方案不固定                                         γ逆转录病毒和慢病毒   包含CD28的EBV特异抗CD19 CAR-T细胞                  NCT01430390
  11     纪念斯隆-凯特琳癌症中心    未移植                   复发/难治性CLL和惰性淋巴瘤                     环磷酰胺                                               γ逆转录病毒           包含CD28或4-1BB的混合型CAR-T细胞                   NCT01416974
  12     纪念斯隆-凯特琳癌症中心    未移植                   慢性CLL巩固治疗期后优先化疗                    环磷酰胺                                               γ逆转录病毒           CD28共刺激结构域                                   NCT01416974
  13     纪念斯隆-凯特琳癌症中心    未移植                   成人ALL                                        ALL再诱导治疗或环磷酰胺                                γ逆转录病毒           CD29共刺激结构域                                   NCT01044069
  14     美国国家癌症研究所         未移植                   成人B细胞性恶性肿瘤                            氟达拉滨+环磷酰胺                                      γ逆转录病毒           CD30共刺激结构域                                   NCT00924326
  15     美国国家癌症研究所         异基因移植               成人B细胞性恶性肿瘤移植后                      无                                                     γ逆转录病毒           CD31共刺激结构域                                   NCT01087294
  16     美国国家癌症研究所         未移植或异基因移植       儿童ALL或淋巴瘤                                氟达拉滨+环磷酰胺                                      γ逆转录病毒           CD32共刺激结构域                                   NCT01593696
  17     伦敦大学学院               欧洲多中心的异基因移植   儿童ALL、预防给药或微小残留病                  氟达拉滨化疗后再给予长春新碱和地塞米松治疗微小残留病   γ逆转录病毒           不包括共刺激结构域的EBV特异性抗原、EBV细胞疫苗     NCT01195480
  18     宾夕法尼亚大学             未移植                   成人B细胞性白血病或淋巴瘤                      化疗方案不固定                                         慢病毒                4-1BB共刺激结构域                                  NCT01029366
  19     解放军总医院               未移植/异基因移植        成人B-ALL                                      化疗方案不固定                                         慢病毒                4-2BB共刺激结构域                                  NCT01864889
  20     军事医学科学院附属医院     未移植                   成人B-ALL                                      无                                                     慢病毒                CD28和4-2BB共刺激结构域                            NCT02186860
  21     乌普萨拉大学               无                       成人B细胞恶性肿瘤                              无                                                     慢病毒                CD28和4-2BB共刺激结构域                            NCT02132624
  22     同济大学附属同济医院       未移植/自体移植后复发    复发难治B细胞恶性肿瘤                          无                                                     慢病毒                无                                                 NCT02537977
  23     伦敦大学学院               未移植/自体移植后复发    儿童/成人ALL、BL                               氟达拉滨+环磷酰胺                                      无                    无                                                 NCT02443831
  24     第三军医大学西南医院       未移植/自体移植后复发    成人B细胞恶性肿瘤                              无                                                     无                    无                                                 NCT02349298

数据来源：[www.ClinicalTrials.gov](http://www.ClinicalTrials.gov)；APBCST：自体外周血造血干细胞移植；CLL：慢性淋巴细胞白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；BL：伯基特淋巴瘤

2010年，Jensen等[@b10]首次报道以质粒为载体、信号域为包含CD3ζ(CD3zeta链)的第一代CAR-T细胞治疗血液系统疾病，研究入选4例患者，弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)和滤泡性淋巴瘤(FL)各2例，回输前均进行淋巴细胞清除，回输后以IL-2辅助治疗。4例患者共接受15次CART-19细胞回输，细胞回输数量为：5次1×10^8^/m^2^、7次1×10^9^/m^2^和3次2× 10^9^/m^2^。结果显示：CART-19细胞在体内持续时间\<1周(24 h\~7 d)，与细胞回输数量无关，而且临床反应性和不良反应均未观察到。因该研究CART-19细胞为第一代CAR-T细胞，仅有一个胞内信号区，缺乏共刺激分子传导的第二信号，因此抗肿瘤作用较弱，而且T细胞在结合肿瘤抗原后很难进一步增殖，因此，临床应用效果较差。

美国国家癌症研究所(National Cancer Institute, NCI)的Rosenberg研究组是CAR-T细胞研究领域的先锋，其临床研究均以γ-逆转录病毒为载体，信号域为包含CD3ζ和CD28的第二代CAR-T细胞。该研究组成员Kochenderfer等[@b11]于2010年首次报道包含CD28共刺激信号的第二代CAR-T细胞应用于1例FL患者的临床研究结果：经PCR检测CAR-T细胞体内持续时间长达27周，最终患者达到部分缓解(PR)。此后，Savoldo等[@b12]的研究也证明CD28共刺激分子可延长CAR-T细胞在体内的持续时间。

2011年有研究者以慢病毒为载体进行CAR-T细胞研究，信号域包括CD3ζ和CD137(4-1 BB)，这是临床首次进行共刺激信号包含CD137 (4-1BB)的研究[@b13]--[@b14]。Kalos等[@b13]报道采用CAR-T细胞治疗3例进展期慢性淋巴细胞白血病(CLL)患者的研究结果，回输前的化疗方案均不相同(苯达莫司汀、苯达莫司汀联合利妥昔单抗、喷司他汀联合环磷酰胺)，CAR-T细胞回输数量为(1.46\~160.00)×10^5^/kg，最终2例获得持续性完全缓解(CR)，1例获PR，研究显示CAR-T细胞在血液中持续时间\>6个月。不良反应为B细胞缺乏症，其中1例回输后第22天出现肿瘤溶解综合征(tumor lysis syndrome, TLS)。同年，Porter等[@b14]报道采用CAR-T细胞治疗2例儿童复发难治性急性淋巴细胞白血病(ALL)的研究结果，回输前化疗方案不同(未化疗和依托泊苷联合环磷酰胺)，CAR-T细胞回输数量为(1.4\~12.0)×10^6^/kg, 2例患儿均达到分子水平CR，其中1例CR持续时间达11个月。同时，2例患儿均出现3\~4级的发热、低血压、急性血管渗漏综合征等不良反应。

2012年，Kochenderfer等[@b15]报道CART-19细胞应用于8例进展期B细胞恶性肿瘤患者的研究结果，其中3例FL、4例CLL和1例边缘带淋巴瘤。CAR-T细胞体外扩增时间缩短至24 d，回输前均进行化疗(环磷酰胺联合氟达拉滨)，回输后给予高剂量IL-2皮下注射。其中1例为文献[@b11]曾报道过的FL患者，因肿瘤负荷较大而进行了两次细胞回输，第1次细胞输注数量为0.3×10^7^/kg，获得持续32周的PR，同时B细胞缺乏时间超过36周。因在输注7个月后颈部淋巴结增大，遂行第2次细胞回输，细胞数量为1.3×10^7^/kg，该患者再次获得持续33个月的PR。其余7例患者中4例持续36周出现重度B细胞缺乏，治疗中患者均出现发热、低血压和疲乏等急性不良反应，并在细胞输注后第10天达到高峰，3周左右消失，且不良反应严重程度与血清中TNF、IFN-γ等炎性因子水平高低相关。那么，在治疗中出现的持续36周的B细胞缺乏是否也是由化疗引起的呢？在化疗合并靶向B细胞不表达的NY-ESO或gp100的T细胞输注治疗中，B细胞恢复正常只需要8\~19周[@b11]，因此，B细胞缺乏的出现不是由化疗导致的，其持续时间一定程度上也可作为CAR-T细胞具有强大的清除CD19^+^细胞能力的佐证。2013年Kochenderfer等[@b16]再次发表相关研究结果，入选10例患者，其中2例DLBCL、4例CLL和4例套细胞淋巴瘤(MCL)，回输前未使用化疗药物，回输后也未用IL-2，CAR-T细胞体外培养时间为8 d，单次细胞回输数量为(0.4\~7.8)×10^6^/m^2^，最终1例CR、1例PR、6例疾病稳定(SD)、2例疾病进展(PD)。不良反应为3例B细胞缺乏，其他症状包括细胞因子释放综合征(cytokine relaease symdrome, CRS)、疲劳、发热等。CAR-T细胞在体内存在峰值为7\~14 d，持续时间\<1个月。2015年该研究组又报道了CART-19细胞治疗15例进展期B细胞恶性肿瘤患者的研究结果，其中9例DLBCL、2例惰性淋巴瘤和4例CLL。CAR-T细胞输注方案为：在非清髓化疗(环磷酰胺联合氟达拉滨)后单次输注CART-19细胞的数量为2.5×10^6^/kg，8例CR、4例PR、1例SD、1例回输后第16天不明原因死亡。不良反应与前相同为发热、疲劳等[@b17]。该研究中CAR-T细胞体外培养时间为10 d，从24 d缩短至10 d不仅可提高制备效率，而且在动物模型中被证实能提高CAR-T细胞清除肿瘤细胞的能力，输注不良反应包括回输后3周内出现低热、低血压和其他神经系统反应[@b18]--[@b19]。

2015年，纪念斯隆-凯特琳癌症中心的Brentjens等[@b20]报道以γ-逆转录病毒为载体包含CD3ζ和CD28的CART-19细胞输注治疗9例患者的结果。3例CLL患者仅接受CART-19细胞治疗，未出现临床反应，且均为PD，随后进行补救化疗措施；5例CLL和1例巩固治疗期复发的ALL患者接受环磷酰胺联合CART-19细胞治疗，1例CLL患者在回输后4\~24周出现肿大淋巴结的消退，2例CLL患者分别出现持续16周和8周的SD, 1例CLL患者未进行临床评价，ALL患者在治疗后出现持续的骨髓和外周B细胞缺乏，1例CLL患者因低血压、肾功能衰竭和血清炎性因子水平升高而死亡(因其在CART-19细胞回输前就出现血清炎性因子升高，所以死亡原因可能为治疗前患者体内存在未被检测出的感染[@b21])。9例患者均出现可能与抗CART-19细胞输注相关的低热、寒战、低血压等不良反应。

比较NCI和纪念斯隆-凯特琳癌症中心的研究发现，两者CART-19细胞的设计相同，但在细胞输注数量上存在差异：如CD4^+^ T细胞占回输细胞的平均比例不同，分别为46%和83%[@b15],[@b20]。由此可见不同研究机构之间CART-19细胞的特性及同一机构不同患者之间的差异也较大。

2011年，Savoldo等[@b12]通过体内实验观察共刺激分子胞内区对CAR-T扩增、持续性和抗瘤活性影响，实验分为2组：①信号域只包含CD3ζ组(第一代CAR)；②信号域包含CD3ζ和CD28组(第二代CAR)。研究发现，与不包含CD28的CAR-T细胞相比，包含CD28的CAR-T细胞在血液中的浓度更高且持续时间更长。结果显示，第二代CAR-T细胞的增殖性和持续性显著强于第一代CAR-T细胞，表明在CAR结构中嵌入CD28胞内区能改善第一代CAR-T细胞在B细胞淋巴瘤患者体内的扩增能力和持续性。

四、影响疗效的因素及解决途径

1．CAR结构：尤其是CAR-T细胞的共刺激区域会影响CART-19细胞在体内的活性和持续性[@b12],[@b22]--[@b25]。目前已有CD28、CD137、CD134、ICOS等多种共刺激分子的胞内区应用于第二代、第三代CAR的研究，而这些共刺激分子是否具有1+1\>2的效果，有待于进一步临床验证。此外，CAR中scFV与抗原靶标的亲和力、铰链区的空间灵活性也会影响CAR-T细胞活性。优化最佳的CAR结构并建立CAR结构设计原则将是今后的一个研究重点。

2．CAR-T细胞制备：包括T细胞采集、CAR载体选择和T细胞活化方法等也会影响CAR-T细胞的质量。T细胞采集时用自体还是异体，是选择外周血中混合T细胞(如外周血单个核细胞)还是某些T细胞亚群，目前尚不明确，也无相关临床报道[@b26]。对于影响CAR-T细胞质量也非常重要的载体来说，不同载体系统在成本、安全性和CAR表达水平方面的优缺点各不相同，目前临床应用的载体类型主要为逆转录病毒载体、慢病毒载体[@b13],[@b15],[@b20],[@b27]--[@b28]，但二者优劣尚无定论，而这些基础问题的阐明对于CAR-T细胞载体系统的选择也更有说服力。

3．淋巴细胞清除：有研究显示在CART-19细胞输注前需要进行"淋巴细胞清除"来提高CAR-T细胞清除肿瘤细胞的能力[@b29]--[@b30]，但是淋巴细胞清除到何种程度时会提高CART-19细胞的最佳疗效而不会导致机体出现过度不良反应，这也是目前临床亟需解决的问题。而目前临床上进行"淋巴细胞清除"的根据是NCI对转移性黑色素瘤的研究观察，发现其可以增加肿瘤浸润性淋巴细胞(tumor infiltrating lymphocyte)的临床疗效，原因主要是"淋巴细胞清除"同时也清除内源性淋巴细胞，避免与输注的细胞竞争消耗内环境的平衡性因子；同时也可清除肿瘤微环境中的负性调控因子Treg细胞或髓系来源的抑制性细胞[@b31]。

五、CAR-T细胞的新进展及前景

CART-19细胞疗法对于B细胞恶性肿瘤来说是一个重大突破，并与"免疫监测点阻断抗体疗法"一起被Science评为"2013年度十大科学突破之首"。目前，已有的临床数据显示，CART-19细胞的免疫治疗较单克隆抗体的疗效更好，而不良反应比allo-HSCT治疗要小。目前，对于CAR-T细胞的研究已扩大至在实体瘤，但实体瘤因肿瘤细胞异质性、肿瘤间质等诸多问题，为CAR-T细胞治疗带来新的挑战和机遇。针对实体瘤的特殊性，研究者又构建了如下CAR-T细胞结构，如针对实体瘤微环境和肿瘤异质性，使用诱导表达IL-12的CAR-T细胞[@b32]--[@b33]，CAR-T细胞与肿瘤细胞接触并激活抗肿瘤活性时，会在肿瘤部位同时释放IL-12来调节肿瘤间质，吸引NK细胞、巨噬细胞等先天免疫细胞到达肿瘤细胞部位发挥免疫清除作用，同时使未被识别的肿瘤细胞再次被CAR-T细胞靶向识别，在该过程中，如果没有CAR-T细胞信号也就没有IL-12的释放；针对在血液系统中出现的脱靶效应，设计了split CAR[@b34]，以及针对抗原阴性逃逸问题设计的双特异性串联CAR (TanCAR)等[@b35]。以上类型都是近期针对实体瘤的特性进行研究的CAR-T细胞的新进展，而临床疗效有待于后期进一步观察。

尽管CAR的技术是近些年才发展起来的新兴技术，但是已经显示出广阔的临床应用前景，但是否能成为治疗B细胞恶性肿瘤及实体瘤的的标准治疗手段或辅助治疗手段仍需要进一步探索。
